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Barcoding de microfungos da Coleção de Cultura do Laboratório de Micologia Myrna F. B. Antunes 1, Luís F. P. Gusmão 2 1. Bolsista PIBIC/CNPQ, Graduando em Ciências Biológicas, Departamento de Ciências Biológicas, Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail: myrna.antunes@hotmail.com. 2. Orientador, Departamento de Ciências Biológicas, Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail: lgusmao@uefs.br.   Palavras chave: Fungos conidiais; ITS.  INTRODUÇÃO Os Fungos Conidiais pertencem a um grupo polifilético e heterogênio, não sendo considerados como categoria taxonômica, pois agrupam os fungos que representam as fases assexuais associadas aos Filos Ascomycota e Basidiomycota, (GUSMÃO, L. F. P. et al., 2006). Uma classificação baseada em caracteres ontogênicos e morfológicos tradicional aos outros grupos fúngicos, não se aplica a estes fungos, pois os mesmos não apresentam níveis hierárquicos mais elevados como ordem e família (Mercado Sierra, 1984). A análise de similaridade e divergência entre fragmentos alvos, a existência de espécies críptas são grandes desafios aos micologistas. O estudo do DNA de fungos torna-se essencial de acordo com esse panorama.  Os segmentos do DNA nuclear ribossomal são frequentemente utilizados em estudos de filogenia em diversos níveis taxonômicos, possuindo as sequências que sintetizam para a subunidade ribossomal menor (SSU) e para a subunidade ribossomal maior (LSU), separadas pelo espaçador interno transcrito (ITS), um segmento não-codificante (WHITE et al., 1990). Enquanto isso, os genes que sintetizam para β-tubulina, proteína importante para a formação dos microtúbulos, que por sua vez, são essenciais para transporte intracelular e divisão celular (Einax E. et al, 2003), estão recebendo cada vez mais atenção na investigação de relações evolutivas em todos os níveis em estudos de grupos de espécies complexas dentro protistas, animais, fungos e plantas (Mages et al. 1995, de Keeling et al. 1998, Schutze et al. 1.999, Ayliffe et al. 2001, Edgcomb et al. 2,001) pela sua viabilidade em identificação específica, além de sua taxa de sucesso na amplificação por PCR e sequenciamento (Zhao P. et al, 2010). O presente estudo visa identificação molecular de isolados de fungos cadastrados na coleção de cultura do Laboratório de Micologia da Universidade Estadual de Feira de Santana, sendo esta a única coleção de cultura de microfungos exclusivamente do Semiárido, estando atrelada à Coleção de Cultura de Microrganismos do Estado da Bahia (CCMB).  MATERIAL E MÉTODO O DNA foi extraído da massa micelial crescida em caldo de cultura extrato de malte. A massa micelial foi macerada em nitrogênio líquido com um pistilo diretamente no tubo Eppendorf 1,5 ml. A extração do DNA foi realizada utilizando o protocolo CTAB de Doyle & Doyle (1987). A ressuspensão foi feita com tampão T.E. previamente autoclavado. A análise qualitativa e quantitativa do material extraído foi realizada por meio de eletroforese com aplicação de 3 μL no gel de agarose e a visualização dos fragmentos de DNA foi visualizada através de transiluminador de luz 
ultravioleta. Após a corrida, os géis foram fotografados com o sistema de fotografia digital Kodak Edas 290.  A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi a técnica empregada para amplificar os fragmentos-alvo, utilizando o termociclador Applied Biosystems Geneamp 9700. Os produtos de PCR foram purificados com solução polietileno glicol (PEG), de acordo com o protocolo de Paithankar & Prasad (1991). Os produtos de PCR purificados foram sequenciados diretamente.               As sequências foram então editadas no Staden Package. Posteriormente, as sequências-consenso foram inseridas no Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), comparando-as com as sequências do banco de nucleotídeos do NCBI e obtendo a identificação por máxima semelhança.  RESULTADO Culturas puras dos 15 espécimes foram utilizados para extração e amplificação: Celomiceto, Colletotrichum sp., Obilospora sp., Speiropsis scopiformis, Thozetella, T. bojiensis, T. buxifolia, T. cubensis, T. pinicola, T. radicata, T. submersa, Umbellidium radulans, Vermiculariopsiella sp. Zygosporium echinosporium e Z. egibbu. Um total de 40 isolados passaram pelo processo de extração de DNA e amplificação com o marcador ITS. Como tentativa de sucesso para este marcador, foi necessária a alteração de temperaturas e número de ciclos para amplificação das regiões correspondentes. No decorrer do trabalho, tivemos problemas com o sequenciador, bem como, com protocolos de amplificação utilizado para os diferentes espécimes, atrasando assim, os resultados e gerando complicações para com o cronograma proposto. Desta forma, das 40 extrações, apenas 6 foram sequenciadas. As 8 amostras sequenciadas foram editadas através do Staden Package (Staden, 1996) e as sequências foram comparadas com as depositadas no NCBI e BOLD. Destes Celomiceto, T. bojiensis, T. buxifolia, T. cubensis, T. pinicola, T. radicata e T. submersa, obtiveram 98% de acurácia nas comparações às amostras depositadas no NCBI e BOLD. DISCUSSÃO Os resultados mostraram que o protocolo utilizado é adequado para a extração de DNA em fungos conidiais. Em relação aos resultados obtidos da PCR, comprovou-se a pertinência do marcador ITS como DNAbarcode padrão em fungos. As sequências obtidas estarão disponíveis para estudos dos quais são exigidas bases moleculares. Pesquisadores cujos trabalhos abordam inferências filogenéticas poderão dispor dessas sequências; espécies inéditas ou novos registros; terão os DNAbarcodes como dados complementares à publicação, corriqueiramente exigidos nas principais revistas científicas, tais como Mycotaxon, Mycologia, Fungal Diversity, Studies in Mycology e Micological Progress. Também ficarão disponíveis para consulta taxonômica assim como as sequências depositadas no BOLD e no NCBI. As amostras de DNA total foram depositadas no Banco de DNA do Laboratório de Sistemática Molecular Vegetal, ficando acessíveis para pesquisas afins.   Tabela 1. Relação dos gêneros extraídos, amplificados para ITS e sequenciados.     
ESPÉCIMES No ISOL EXT PCR SEQ % Celomiceto 3 X X X 98 Colletotrichum 3 X X   Obilospora 3 X X   Speiropsis scopiformis 3 X X   Thozetella  3 X X X 98 T. bojiensis 3 X X X 98 T. buxifolia 3 X X X 98 T. cubensis 3 X X X 98 T. pinicola 3 X X X 98 T. radicata 3 X X X 98 Thozetella submersa 3 X X X 98 Umbellidium radulans 3 X X   Vermiculariopsiella sp. 3 X X   Zygosporium echinosporium  3 X X   Zygosporium egibbum 3 X X   TOTAL 45 45 45 8 98 
   CONCLUSÃO  O objetivo geral que visou extrair, amplificar e sequenciar os isolados de fungos foi alcançado, obtendo como resultado a extração do DNA de quarenta isolados e seis deles sequenciados. A identificação molecular tem um grande papel de acelerar a bioprospecção e outras áreas de investigação, corroborando a identificação morfológica e contribuindo para a acurácia da taxonomia. Portanto, é importante o aumento de sequencias identificadas corretamente que alimentam os bancos de nucleotídeos.                  
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